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ABSTRAK 
 
Penelitian analisis konsentrasi teobromin biji kakao (Theobroma Cacao L.) hasil fermentasi pada 
klom Sulawesi 2 dan MCC 02 telah dilakukan. Penelitian tersebut mrnggunakan sampel kakao 
klon Sulawesi 2 dan MCC 02 dari kecamatan Tarengge Luwu timur. Tanaman kakao termasuk 
tanaman tahunan, berbunga dan berbuah pada batang dan cabang. Biji kakao merupakan bagian 
buah kakao yang paling banyak dimanfaatkan untuk penghasil produk pangan fungsional, bahan 
suplemen, pangan, industri, farmasi, dan kosmetik. Preparasi buah kakao klon Sulawesi 2 dan 
MCC 02 secara kimia menggunakan n-heksana 40 mL, metanol, teobromin standar sigma T40, 9 
mL campuran aseton:air: asam asetan(70:29,5:0,5) kemudian menghasilkan sampel siap analisis 
konsentrasi teobromin dengan menggunakan HPLC. Fermentasi biji kakao klon Sulawesi 2 dan 
MCC 02 mengalami penigkatan suhu dan pH yang signifikan pada jam ke 48. Sampel klon 
Sulawesi 2 konsentrasi teobromin tertinggi hingga 81,228 ppm sedangkan klon MCC 02  
konsentrasi tertinggi sebesar  65,833 ppm. Penurunan konsentrasi teobromin selama fermentasi 
pada klon Sulawesi 2 dan MCC 02 masing-masing sebesar 63,319 ppm dan 47,692 ppm pada 
akhir fermentasi selama 120 jam.  Konsentrasi teobromin klon Sulawesi 2 dan MCC 02 menurun 
sebesar 15,58% dan 13,48%. 
1. Pendahuluan 
Indonesia adalah penghasil kakao terbesar ketiga dunia setelah Pantai Gading dan Ghana, 
yaitu sebesar 13,6% dari total produksi kakao dunia (Kementerian Pertanian, 2010).  Teobromin 
adalah senyawa yang paling banyak terdapat dalam biji kakao yaitu sebesar 1-4% dan lebih 
banyak terdapat dalam keping biji sebesar 2,2-2,7% dibandingkan pada kulit biji hanya sekitar 
0,75% (Lim, 2012). Senyawa Teobromin memberikan kontribusi rasa pahit khas pada biji kakao. 
Teobromin dan kafein sering dihubungkan dengan timbulnya rasa pahit pada biji kakao.(Bonvehi 
dan Coll, 2000. Salah satu jenis kakao yang sifatnya unggul adalah  klon Sulawesi 2 dan MCC 
02 karena telah memiliki biji besar, kadar lemak baik, dan tahan terhadap hama penyaki. (Dinas 
perkebunanan Prov. SulSel, 2004). 
2. Metodologi 
2.1 Pengolahan Biji Kakao 
Fermentasi spontan biji kakao dengan menggunakan Styrofoam  kapasitas 10 kg yang 
dilengkapi dengan lubang di dasar kotak yang digunakan sebagai pembuangan cairan fermentasi 
atau lubang untuk keluar masuknya udara (aerasi). Pengambilan sampel biji kakao dilakukan 
setiap 24 jam untuk mengidentifikasi katekin selama proses fermentasi. Waktu fermentasi 
dilakukan selama 0, 24, 48, 72, 96 dan 120 jam dengan sekali pengadukan setelah 48 jam. 
Pengukuran suhu dan pH dilakukan setiap hari sampai fermentasi selesai. Pengeringan biji kakao 
dengan penjemuran sinar matahari selama 6-7 hari, Penjemuran dihentikan setelah kadar air biji 
kakao mencapai 6-7 %. 
2.2 Penyiapan Sampel untuk Analisis Konsentrasi Teobromin 
Analisis konsentrasi katekin dilakukan untuk sampel biji kakao yang difermentasi dan 
tidak difermentasi. Katekin ditentukan pada ekstrak kering, dengan terlebih dahulu dilakukan 
pemisahan lemak biji kakao dengan tahapan sebagai berikut: sampel biji kakao dihaluskan 
dengan menggunakan blender kemudian dikeringkan dengan menggunakan freeze dryer selama 
18 jam. Bubuk kakao ditimbang sebanyak 1 gram dan dimaserasi dengan n-heksan sebanyak 40 
mL selama 1 jam. Kemudian dipisahkan dari pelarut dan lemak. Maserasi dilakukan secara 
duplo. 
 2.3 Analisis Konsentrasi Teobromin 
Sampel bubuk dilarutkan dalam pelarut (aseton:asam asetat: air, 70:0,5:29,5) kemudian 
disonikasi selama 15 menit dilanjutkan dengan centrifuge pada kecepatan 2500 rpm selama 5 
menit kemudian diambil sampel filtrat. Sonikasi dan sentrifugasi dilakukan secara duplo. Sampel 
diencerkan dengan metanol kemudian dilakukan analisis konsentrasi teobromin (Shumow dan 
Bodor, 2011).  
Konsentrasi teobromin ditentukan dengan menggunakan HPLC dengan kolom C-18 
TOSOHtskgel-ODS 100V (150 x 3,0 mm x 5 µm)  dan dideteksi dengan detektor DAD pada 
panjang gelombang 275 nm.  Sampel diencerkan kemudian disaring menggunakan filter selulosa 
0,45 µm dan dimasukkan ke dalam vial. Larutan standar teobromin dibuat dalam konsentrasi 100 
ppm ,80 ppm, 60 ppm, 40 ppm, dan 20 ppm. Fase gerak meliputi air (eluen A) dan metanol 
(eluen B) dengan perbandingan (A:B, 20:80, v/v) dan kecepatan alir 1,0 mL/menit. Perhitungan 
dilakukan dengan kalibrasi eksternal dan larutan standar katekin 100 ppm, 80 ppm, 60 ppm, 40    
ppm, dan 20 ppm. Hasil analisis katekin dihitung dalam satuan part per million. 
 
2. Metodologi 
2.1 Pengolahan Biji Kakao 
Fermentasi spontan biji kakao dengan menggunakan Styrofoam  kapasitas 10 kg yang 
dilengkapi dengan lubang di dasar kotak yang digunakan sebagai pembuangan cairan fermentasi 
atau lubang untuk keluar masuknya udara (aerasi). Pengambilan sampel biji kakao dilakukan 
setiap 24 jam untuk mengidentifikasi katekin selama proses fermentasi. Waktu fermentasi 
dilakukan selama 0, 24, 48, 72, 96 dan 120 jam dengan sekali pengadukan setelah 48 jam. 
Pengukuran suhu dan pH dilakukan setiap hari sampai fermentasi selesai. Pengeringan biji kakao 
dengan penjemuran sinar matahari selama 6-7 hari, Penjemuran dihentikan setelah kadar air biji 
kakao mencapai 6-7 %. 
 
2.2 Penyiapan Sampel untuk Analisis Konsentrasi Katekin 
Analisis konsentrasi katekin dilakukan untuk sampel biji kakao yang difermentasi dan 
tidak difermentasi. Katekin ditentukan pada ekstrak kering, dengan terlebih dahulu dilakukan 
pemisahan lemak biji kakao dengan tahapan sebagai berikut: sampel biji kakao dihaluskan 
dengan menggunakan blender kemudian dikeringkan dengan menggunakan freeze dryer selama 
18 jam. Bubuk kakao ditimbang sebanyak 1 gram dan dimaserasi dengan n-heksan sebanyak 40 
mL selama 1 jam. Kemudian dipisahkan dari pelarut dan lemak. Maserasi dilakukan secara 
duplo. 
 2.3 Analisis Konsentrasi Katekin 
Sampel bubuk dilarutkan dalam pelarut (aseton:asam asetat: air, 70:0,5:29,5) kemudian 
disonikasi selama 15 menit dilanjutkan dengan centrifuge pada kecepatan 2500 rpm selama 5 
menit kemudian diambil sampel filtrat. Sonikasi dan sentrifugasi dilakukan secara duplo. Sampel 
diencerkan dengan metanol kemudian dilakukan analisis konsentrasi katekin (Shumow dan 
Bodor, 2011).  
Konsentrasi katekin ditentukan dengan menggunakan HPLC dengan kolom C-18 
TOSOHtskgel-ODS 100V (150 x 3,0 mm x 5 µm)  dan dideteksi dengan detektor DAD pada 
panjang gelombang 275 nm.  Sampel diencerkan kemudian disaring menggunakan filter selulosa 
0,45 µm dan dimasukkan ke dalam vial. Larutan standar katekin dibuat dalam konsentrasi 32 
ppm ,16 ppm, 8 ppm, 4  ppm, dan 2 ppm. Fase gerak meliputi air (eluen A) dan metanol (eluen 
B) dengan perbandingan (A:B, 20:80, v/v) dan kecepatan alir 1,0 mL/menit. Perhitungan 
dilakukan dengan kalibrasi eksternal dan larutan standar katekin 32 ppm, 16 ppm, 8 ppm, 4 ppm, 
dan 2 ppm. Hasil analisis katekin dihitung dalam satuan part per million. 
 
3. HASIL DAN PEMBAHASAN 
3.1 Fermentasi Biji Kakao Klon S2 dan MCC 02 
 Selama proses fermentasi klon Sulawesi 2, terjadi perubahan pH pada sampel klon S2. 
Adanya peningkatan pH dari awal fermentasi hingga akhir fermentasi yaitu pH awal fermentasi 3 
lalu di akhiri dengan pH 4 pada akhir fermentasi jam 120. Kenaikan pH pada saat fermentasi 
disebabkan karena adanya yeast yang mengalami pertumbuhan secara cepat, sehingga proses 
pembentukan gula semakin cepat. Dampak yang ditimbulkan dari pertumbuhan yeast yang 
semakin cepat adalah meningkatnya pertumbuhan basa-basa organik dan alkohol sehingga pH 
meningkat. Pada fermentasi  alami, pH biji kakao dipengaruhi oleh asam laktat dan asetat yang 
berdifusi ke dalam biji kakao (Haryadi  dan Supriyanto 1991).  Mabbett (1998)  asam  asetat 
yang  berdifusi  ke dalam  biji kakao menyebabkan  penurunan  pH pada biji kakao dari sekitar 
6,5 menjadi 5,5. Makin lama fermentasi menyebabkan  penurunan pH biji kakao diakibatkan 
oleh makin banyaknya asam-asam organik terdifusi ke dalam biji kakao. Sulistyowati (1988) 
mengemukakan bahwa masalah keasaman biji kakao pada umumnya dikaitkan dengan nilai batas 
pH  antara  5,0–5,8. biji yang  tergolong asam  mempunyai  pH <5,0.   
 Suhu fermentasi biji kakao  klon Sulawesi 2 terus meningkat pada jam ke 24 sampai pada 
jam ke 72 yaitu dari 34 
o
C sampai 40 
o
C . Hal ini disebabkan karena pada saat fermentasi proses 
oksidasi menghasilkan panas (eksotermis) yang menyebabkan  suhu  pada biji kakao berangsur 
naik,  namun pada jam ke 96 sampai pada jam 120 suhu menurun hingga 37 
o
C. Widyotomo 
dkk., (2001) suhu maksimum yang dihasilkan selama proses fermentasi selama 120 jam hanya 
berkisar 34-40 
o
C. 
 Fermentasi biji kakao klon MCC 02 terjadi kenaikan pH dari 3 pada jam ke 24 hingga 
pH 4 pada jam ke 48 sampai pada jam ke 120. Seperti pada klon Sulawesi 2 peningkatan pH 
disebabkan karena pertumbuhan yeast yang cepat sehingga proses perubahan gula semakin cepat. 
Adanya pertumbuhan yeast yang semakin cepat maka terjadi peningkatan gugus OH akibat dari 
penguraian gula menjadi metanol (Yumas dan Rosniati, 2014). Nilai pH ditentukan oleh  
besarnya konsentrasi H
+
 yang disumbangkan oleh asam-asam lemah didalam  substrat,  dalam  
hal  ini  adalah  asam sitrat, asam laktat dan asam asetat yang merupakan hasi perombakan gula  
oleh yeast, bakteri asam laktat dan bakteri asam asetat.  
 Fermentasi biji kakao klon MCC 02 mengalami kenaikan suhu pada awal 
fermentasi pada jam ke 24 hingga jam ke 48 yaitu 30
o
C sampai  40
o
C, hingga pada jam 96 suhu 
tetap yaitu 42 
o
C. Pada jam ke 120 suhu menurun sampai pada suhu 40 
o
C. Fermentasi 
meningkat secara bertahap setelah mikroba memulai aktivitasnya dan menghasilkan panas yang 
kemudian ditransmisikan keseluruh bagian permukaan biji, dimana mikroorganisme 
memecahkan etanol menjadi asam laktat dan asam asetat. Carr, (1982) reaksi pemecahan etanol 
menjadi asam laktat dan asam  asetat  ini merupakan reaksi eksotermis (mengeluarkan energi 
panas), sehingga reaksinya dapat meningkatkan temperatur sampai  50
o
C  atau  bahkan  lebih  
dari  50
o
C. Widyotomo dkk, (2001) suhu maksimum yang dihasilkan selama proses fermentasi 
selama 5 hari hanya berkisar 34-40 
o
C. Peningkatan suhu pada waktu fermentasi karena 
fermentasi mikrobiologis yang secara alami yang disertai dengan pengadukan pada jam ke 48  
dan tanpa adanya pengikisan pulp. Yusianto, (1998) dan Wahyudi, (1991) pengadukan 
berpengaruh terhadap perubahan suhu fermentasi 
 
3.2 Konsentrasi Teobromin Biji Kakao Klon S2 dan MCC 02 selama fermentasi 
Berikut grafik perubahan konsentrasi teobromin selama fermentasi pada sampel klon S2 dan 
MCC 02 
 
Grafik perubahan konsentrasi teobromin klon S2 (A) dan MCC 02 (B) selama fermentasi 
 
Perubahan konsentrasi teobromin selama fermentasi sampel klon S2, dan MCC 02. waktu 
fermentasi berpengaruh nyata dalam konsentrasi teobromin. Fermentasi klon S2 terjadi kenaikan 
konsentrasi teobromin pada jam ke 48, dan jam ke 96, tetapi pada jam ke 72 dan jam ke 120 
terjadi penurunan konsentrasi teobromin hingga 63,319 ppm, hal ini disebabkan karena untuk 
menstimulir degradasi teobromin, yang merupakan turunan kafein bakteri memerlukan sumber 
karbohidrat berupa gula sederhana yang dimungkinkan berasal dari hasil degradasi pada kakao, 
sehingga diperlukan waktu untuk mendegradasi teobromin secara optimal. Gokulakrishnan., dkk 
(2006) melaporkan bahwa adanya sukrosa dalam medium akan menstimulir aktivitas enzim 
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pendegradasi kafein dan bakteri  Pseudomonas sp. Adanya sukrosa, aktivitas enzimnya mencapai 
100% selama 48 jam. Serupa dengan hal tersebut, adanya laktosa, disakarida yang terdiri dari 
galaktosa dan glukosa, mampu mendegradasi kafein sampai lebih dari 90% jalur degradasi 
teobromin sama dengan kafein. Teobromin adalah prekursor baru dari kafein pada semua 
tanaman (Mazzafera, 2004). Konsentrasi teobromin biji kakao klon kakao S2 dibandingkan 
dengan biji kakao tanpa fermentasi terjadi penurunan konsentrasi teobromin sebesar 15,58%. 
Fermentasi biji kakao klon MCC 02 menyebabkan penurunan konsentrasi teobromin dari 
65,833 ppm pada awal fermentasi menjadi 47,692 ppm selama 120 jam waktu fermentasi. Hal ini 
disebabkan karena peningkatan suhu pada saat fermentasi  pada jam ke 48 sampai jam ke 96 
yaitu dari 30 
o
C hingga 42 
o
C.  Hansen, dkk (1998) melaporkan bahwa penurunan yang drastis 
terjadi akibat reaksi kondensasi. Biji kakao klon MCC 02 yang tidak difermentasi diperoleh 
konsentrasi teobromin sebesar dan 55,067 ppm dan setelah difermentasi hingga 5 hari fermentasi  
menjadi 47,692 ppm. Konsentrasi teobromin biji kakao klon MCC 02 dibandingkan dengan biji 
kakao tanpa fermentasi terjadi penurunan konsentrasi teobromin sebesar 13,40%. Sena, (2011) 
melaporkan bahwa Pada hari pertama fermentasi terjadi kenaikan konsentrasi teobromin dalam 
keping biji dan penurunan dalam kulit biji. Pada hari selanjutnya terjadi penurunan konsentrasi 
dalam keping biji yang diikuti peningkatannya dalam kulit biji. 
 
4. Kesimpulan 
Fermentasi biji kakao klon Sulawesi 2 dan MCC 02 mengalami peningkatan suhu dan pH 
yang signifikan pada jam ke 48. Konsentrasi teobromin klon Sulawesi 2 selama 24, 48, 72, 96 
dan 120 jam fermentasi berurut sebesar ; 81,228 ppm, 81,554  ppm, 72,977 ppm, 74,709  ppm 
dan  63,319 ppm. Sedangkan klon MCC 02 berurut sebesar ; 65,833  ppm, 62,820  ppm, 52,482 
ppm,  48,789 ppm dan 47,692 ppm. Fermentasi menurunkan konsentrasi teobromin klon 
Sulawesi 2 secara optimal pada jam ke 120 sebesar 15,58%. Sedangkan penurunan konsentrasi  
teobromin klon MCC 02 secara optimal pada jam ke 120 sebesar 13,48%, 
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